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^ (57) Abstract: The invention relates to a novel extraction method for obtaining at least one unsamrated, optionally derivatised com- 
pound, from mixtures of said compounds with other less saturated constituents, e.g. for obtaining polyunsaturated fatty acids or 
00 the derivatives thereof from mixtures with saturated and/or less unsaturated, optionally derivatised fatty acids, by means of selective 
^ coraplexation with a cation exchanger which is partially or fully charged with silver ions, and subsequent decomplexation, 

2 (57) Zusammenfassung: Die vorliegende Eifindung betri£ft ein neuartiges Extraktionsverfahien zum Gewinnen einer oder mehrerer 
ungesattigter, gegebenenfalls derivatisierter Vetbindungen aus Gemischen von diesen mit anderen weniger stark gesaltigten Kom- 
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Positionen > C9 einfiihren kdnnen (fehlende A12-Desaturase). Erst durch die 
Zufiihr von sogenannten Voriaufer-FettsSuren (Precursoren, z.B. a-LinolensSure) 
liber die Nahning ist der M ensch in der Lage, hochungesSttigte Fettsauren zu 
synthetisieren. Ob diese Menge jedoch ausreicht, um den Bedarf an 
S hochunges&ttigten Fetts&uren zu decken, ist umstritten. 

Der allergrdfite Teil der essentiellen FettsSuren wird durch die Nahning 
aufgenonunen. hisbesondere Pflanzenfiie sind angereichert mit (d-6 FettsSuren, 
(beispielsweise enthait NachtkerzenSl y-LinolensSure (GLA)X jedoch nur bis zu 
einer KettenlSnge von C18, und FischOle bzw. Ole aus Mikroorganismen mit a>-3 

1 0 Fettsfiuren (z.B. enthait LachsSl Eicosapentaensaure (EPA) und Docosahexaen- 
sSure (DHA)). GrundsStzlich stellen Fischdle und Ole aus Mikroorganismen die 
einzige kommerzielle Quelle fiir hochungesattigte Fettsaxiren dar. Im Allgemeinen 
ist jedoch der Gehalt an der erwflnschten PUFA gering und diese liegt in einer 
Mischung vor, wobei antagonistisch wirkende PUFAs ebenfalls enthalten sein 

1 5 kfinnen. Um die empfohlene tagliche Dosis an PUFAs zu sich zu nehmen, muB 
also eine hohe Olmenge aufgenonmien werden. Insbesondere trifft das auf solche 
Patienten zu, die hohe Dosen von PUFAs zu sich nehmen miissen (beispielsweise 
bei Cystischer Fibrose). Um eine mdglichst gezielte Wirkung der einzebien 
PUFAs zu erreichen, mtlssen angereicherte bzw. hochreine PUFAs eingesetzt 

20 werden. Es besteht daher im Stand der Technik ein hoher Bedarf an hochreinen 
PUFAs. 

Der Einsatz Silber-beladener Kationentauscher zur Aufreinigung und Trennung 
ungesattigter Fettsauren in analytischen Chromatogr^hie-Systemen 
(Saulenchromatographie) wurde bereits beschrieben. 

25 Dabei werden sowohl HPLC- [Adlof, R. 0. and EA. Emken (198S): TTie isolation 
of omega-S polyunsaturated fatty acids and methyl esters of fish oil by silver resin 
chromatography JAOCS, 62(11), 1592-1595; Christie, W.W. (1987): A stable 
silver loaded column for the separation of lipids by high performance liquid 
chromatography, J. of High resolution Chromatography & Chromatography 

30 Communications, 10, 148-150], SFC- [Kadota, Yasuhiko; Tanaka, Isao; Ohtsu, 
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Chromatography (PARC): L Effect of Percent Silver on Elution and Separation of 
Methyl Octadecadienoate Isomers. JAOCS, 9 , 273-275 ). Dabei werden hohe 
Mengen Lfisimgsmittel verbiaucht. Weiterhin sind Fraktionierungsschiitte 
erforderlich, um die aufgereingten Produktfraktionen zu separio^. 

5 Erst die Anwendung von reinem Acetonitril (ACN) oder Gemischen mit 

Acetonitril ftlhrte zu einer akzq)tablen Elutionszeit PeJarlais, W. J.; R. 0. Adlof 
and E. A. Emken (1 983): Acetonitrile as Eluent in Silver Resin Column 
Chromatography. JAOCS, 60(5), 975-978. Dabei werden in der Regel 
Gradientensysteme verwendet, die die Regeneration der Ldsungsmittel 
10 erschweren. 

Fflr die technische Anwendung sind groBe Mengen Acetonitril aufgrund des hohen 
Preises und der toxikologischen Bedenklichkeit (Acetonitril kann Blausaure 
(HCN) enthalten) denkbar ungeeignet. 

Auch das Scale up der Chromatographieverfahren und damit die technische 
1 5 Anwendung ist aufgrund d^ zu verwendenden SSulendimensionen nur begrenzt 
mSglich. 

Adlof et al (1980, supra) haben teilversilberte Kationentauscher hergestellt, die 
eine Elution von zweifach ungesattigten FettsSurestem mit Alkoholen als 
Elutionsmitteln ermfiglichten. H5her ungesattigte Fettsfturen wurden nicht 
20 eingesetzt. Es ist jedoch davon auszugehen, dass hier ebenfalls eine Elution ohne 
Acetonitril nicht mOglich ist. 

Es wird berichtet, dass ausgehend von Fischolen f&r die Produktion mittels SFC 
Kosten von $ 550/kg DHAEE entstehen [Alkio, M.; C. Gonzalez; M. JSntti and O. 
Altonen (2000): Purification of polyunsaturated fatty acid esters from Tuna oil 
25 with supercritical fluid chromatography, JAOCS, 77 (3), 3 1 5-321]. Dabei wird 
von einer Produktionsrate von ca. 0,5 g DHAEE pro kg stationSre Phase und 
Stunde gesprochen. Dies entspricht einer Beladung (DHAEE/stationSre Phase) 
von 0,05%. Die Investitionskosten der SFC-Anlage belaufen sich auf $ 2 
Millionen. 
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Ebenfalls bekaimt ist ein SFC-Produktionsverfahren mit einer silberbeladenea 
Matrix ausgehend von FischSl, bei dera DHAEE filr $ 4000/kg hergestellt werden 
kann [Tanaka, Isao (1996): Supercritical chromatography facilitates fatty acid 
production. Chem. Bng. April, 19-21], 

5 Yamamura et al (Yamamura, R. and Y. Shimomura (1997): Industrial high- 
performance liquid chromatography purification of docosahexaenoic acid ethyl 
ester and docosapentaenoic acid ethyl ester from single cell oil. JAOCS, 74(1 1), 
1435-1440) berichten von einem HPLC-Produktionsveifahren ausgehend von 
einem Single-Cell Oil, bei dem die Herstellungskosten nicht angegeben wuiden. 
10 Die Pioduktivitat an DHAEE betrug dabei 0,1 kg/h. Betrachtet man die 

eingesetzte SSule (ca. 160 kg Kieselgel) ergibt sich cine Produktivitat von 0,0006 
kg pro kg stationSre Phase pro Stunde. Dies entspricht einer Beladung von 0,06%. 
Als Losungsmittel wurde gifliges Methanol verwendet. 

Es wild klar, dass chromatographische Systeme eine Vielzahl von Problemen fiir 
1 5 die Aufreinigimg von PUFAs bergen und deshalb nicht geeignet sind, um 

hochimgesattigte Fettsauren im grSBeren MaBstab herzustellen (Zhoii, Dequan and 
Xuebing Xu (2000): Enzymatic enrichment of Long-chain Polyunsaturated Fatty 
Acids from Fish Oils. Shipin Kexue (Bejing^, 21(12), 188-194. Teramoto, M.; H. 
Matsuyama; N. Ohnishi; S. Uwagawa and K. Nakai (1994;.- Extraction of ethyl 
20 and methyl esters of polyunsaturated fatty acids with aqueous silver nitrate 
solutions. Ihd. Eng. Chem. Res., 33, 341-345). 

Auf der anderen Seite k5nnten milde Extraktionsverfahren erhebliche Vorteile fiir 
die Gewinnung von PUFAs aus Gemischen mit anderen Substanzen bieten. 

Erste Ansatze solcher wSssriger Extraktionssysteme mit Silbemitrat wurden 
25 imtersucht (Suzuki, T.; S. Kikuchi; K. Nakano; S. Kato and K. Nagahama (1993): 
Supercritical fluid extraction of polyunsaturated fatty acid ethyl esters from 
aqueous silver nitrate solution. Bioseparation, 3, 197-204, T^:amoto et al 1994). 
Kato et al (S. Kato, N. Kunio, N. Hidetomi and N. Kaoru (1994): Separation and 
recovery of polyunsaturated fatty acids by emulsion film method, JP06279781) 
30 untersuchten die Verwendung von Ol in Wasser-Emulsionen, wobei lediglich eine 
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Trennung der Gesamt-PUFA Fraktion berichtet wurde. Dabei ist jedoch die 
Verwendung von gesimdheitlich bedenklichem Silbemitrat hinderlich fiir eine 
technische Anwendung. Weiterhin ist in wSssriger Umgebung eine Gefahr der 
Oxidation der PUF As besonders hoch, die insbesondere durch das Vorfaandensein 
5 von Silbemitrat noch beschleunigt werden kann. Die Handhabung von Silbemitrat 
erweist sich weiterhin als sehr schwierig, da Silbemitrat relativ schnell zu 
Silberoxid oxidiert werden kann und im Allgemeinen als instabil angesehen wird. 

Festphasen-Extraktionssysteme ohne Silber» die bereits beschrieben wurden, 
zeigen keine ausreichende SelektivitSt bd der Trennung von PUFAs (Wilson, R.; 
10 J. R. Henderson; L Burkow and J. R. Sargent (1993): The enrichement ofn-S 
polyunsaturated fatty acids, using aminopropyl solid phase extraction columns. 
Lipids, 28(1), 51-54). Festphasen-Extraktionsverfahren mit Silber zur 
Auftrcnnung von PUFAs, insbesondere ohne die Verwendung von Acetonitril, 
sind den Anmeldem nicht bekaimt. 

1 5 Weiterhin wurde eine Aufreinigung durch erleichterte Diffiisionen durch Silber- 
beladene Membranen versucht [Shibaki, A.; Y. Umoto; K. Saito; K. Sugita; T. 
Baba; I Honjyo; S. Moriyama and T. Sugo (1999): Selective Binding of 
Docosahexaenoic acid ethyl ester to a silver ion-loaded porous hollow-fiber 
membrane. JAOCS, 76(7), 771-775]. 

20 Aufgrund der RichtUnie 88/344/EWG vom 13. Juni 1988 zur Angleichung der 
Rechtsvorschriften der Mitgliedstaaten Ober Bxtraktionsmittel, die bei der 
Herstellung von Lebensmitteln und Lebensmittelzutaten zu beachten ist, muB bei 
der Gewinnung von DHA fUr den Bereich Lebensmittel die Verwendung von 
Acetonitril zwingend ausgeschlossen werden. 

25 Angesichts des genannten Stands der Technik lag der vorliegenden Erfindung 
daher die Aufgabe zugrunde, ein neuartiges Verfahren zur Gewinnung von 
unges^ttigten Veibindungen aus Gemischen mit anderen Substanzen, 
beispielsweise anderen organischen gesSttigten oder weniger stark ungesSttigten 
Verbindungen zur Verfttgung zu stellen. 
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Dieses Verfahren sollte dabei eine bessere als im Stand der Technik beschriebcne, 
quantitativ ausieichende Aufreinigung erm6glichen, und eine Vereinfachung des 
Verfehiois und eine akonomische Ausgestaltung desselben erlauben. AuBerdem 
sollte das Verfehren selektiv sein, urn beispielsweise die Trennung strukturell nur 
wenig unterschiedlicher ungesattigter Verbindungen voneinander zu erlauben. 
Eine weitere Aufgabe der vorliegmden Erfindung war es, ein neuartiges 
Verfehren zum Gewiimen von ungesattigtoi Fettsiuren oder von derwi Doivaten 
aus Gemischen mit anderen Substanzen zur Verf&gung zu stellen. 

Dieses Verfehren soUte dabei eine bessere als im Stand der Technik beschriebene, 
quantitativ ausreichende Aufreinigung von PUFAs ermOglichen, und eine 
Vereinfechung des Verfehrens und eine akonomische Ausgestaltung desselben 
erlauben. AuBerdem sollte das Verfehren selektiv sein, um beispielsweise die 
Trennung strukturell nur wenig unterschiedlicher ungesattigter Fettsauren bzw. 
deren Derivate wie beispielsweise DHAEE/DPAEE zu ermdglichen. 

Vorzugsweise soil das erfindungsgemafle Vorfihien zum Einsatz im 
Lebensmittelberdch geeignet sein, und daher beispielsweise die Reinigung von 
PUFAs aus Gemischen ohne die Verwendung von Acetonitril oder anderer 
toxischer LOsungsmittel als Extraktionsmittel ermfiglichen. 

Geldst wird diese sowie weitere, nicht explizit genannten Aufgaben, die jedoch 
aus den hierin einleitend diskutierten ZusanunenhSngen ohne weiteres ableitbar 
Oder erschliefibar sind, durch ein Verfehren nach Patentanspmch 1. ZweckmSfiige 
Abwandlungen des erfindungsgemaBen Verfehrens werden in den auf Anspnich 1 
riickbezogenen UnteransprOchen unter Schutz gestellt. 

Dadurch, dass man 

(i) einen stark sauren Kationentauscher mit Silberionen beiadt, 

(ii) dai beladenen Kationentauscher mit einer flllssigen Mischung enthaltend die 
zu reinigende ungesattigte Verbindung und gegebenenfeUs mindestens einem 
Ldsungsmittel mischt. 
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(iii) die Mischung im Batch-Verfahren mit dem Tauscher fiir eine gewisse Zeit bei 
einer bestimmten Temperatur in Kontakt bringt, die unterhalb des Siedepunktes 
des verwendeten Lfisungsmittels liegt, 

(v) den Oberstand abtrennt, und 

S (vi)dieungesilttigte Veibindung vomlonentauscherablOst 

kann man n3mlich die erfindungsgem^e Aufgabe erstaunlich einfach losen. 

Im Unterschied zu den oben genannten Methoden wird in der vorliegenden 
Anmeldung neben den zur Trennung bendtigten Silberionen eine Matrix 
verwendet (lonenaustauscher), die einen wesentlichen Beitrag zur Seiektivitat, 
1 0 Reaktionszeit und Gtite der Trennung beisteuert. So kann bei im Stand der 
Technik beschriebenen Verfahren auch beobachtet werden, das obwohl 
Silberionen vorliegen, keine Trennung der PUFAs erreicht wird. 

Je nach Anzahl der Doppelbindungen und Anwendungsbereich (Lebensmittel oder 
Pharmaka) imd der damit zugelassenen L5simgsmittel wird im vorliegenden 

15 Verfahren unterschiedlich vorgegangen. So kOnnen FettsSuren, die weniger als 4 
Doppelbindungen besitzen grunds&tzlich ohne Acetonitril quantitativ vom 
Tauscher abgelost werden. FettsHuren mit mehr als 4 Doppelbindungen kdnnen 
nur quantitativ vom Tauscher abgeldst werden, wenn Acetonitril (Figur 1 : 
Variante A), das neuaitige Regenerationsverfahren (Figur 1: Variante B) oder ein 

20 teilversilberter Tauscher (Figur 1 : Variante C) verwendet wird. 

Im Allgemeinen kann beobachtet werden, dass mehrfach unges^ttigte Fettsfturen 
unterschiedlich staik an den Tauscher binden. So wird in einigen Fallen eine 
quantitative Abldsung schon in einem polaren Ldsungsmittel mit oder ohne 
zus&tzliches Erwarmen beobachtet. Dies ist erkldrbar durch den unterschiedlichen 
25 Komplexierungsgrad der PUFA. So kann eine dreifach ungesSttigte PUFA 

maximal 6 Komplexbindungen und eine sechsfach ungesSttigte PUFA maximal 
12 Komplexbindungen eingehen und damit die stSikere Bindungsspezies bilden. 

Die AblCsung der ungesSttigten Verbindung vom Kationenaustauscher kann 
erfindungsgemSB bei einer Temperatur von -20°C bis 80 erfolgen. Bevorzugt 
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erfolgt die Abldsung der ungesfittigtcn Verbindung bei einer Temp^atur von - 
IQ^'C bis 40'*C, ganz besonders bevorzugt bei -20^0 bis 10**C. Die Ablosung kann 
erfindungsgemSB durch Zugabe eines L6sungsmittels ausgewShlt aus der Gruppe 
umfassend Ketone (bevorzugt Aceton, 2-Methylethylketon), mittelkettige 
5 Alkohole (bevorzugt 2-Pn)panol, Propanol oder Butanol), kurzkettige Alkohole 
(bevorzugt Methanol oder Ethanol) und Nitrile (bevorzugt Acetonitril) erfolgen. 

ErfindungsgemfiB aus Gemischen isolierbare Verbindungen umfassen u.a. 
FettsSurra (gesSttigt, ungesSttigt oder hochungesftttigt), isomere FettsSuren (cis, 
trans, konjugiert, isoliert), FettsSure-Derivate (z,B. Ethw oder Ester, wie 

10 beispielsweise Methylester, Ethylester, Wachsester, Triglyceride, Diglyceride, 
Monoglyceride), Modifizierte FettsSuren (beispielsweise Hydroxyfettsfiuren, 
Oxofettsaurra (Keto-), Aminfettsauren) auch als Derivate, ungesSttigte Alkene, 
ungesattigte Alkohole, ungesSttigte Ether, ungesattigte Ketone oder Aldehyde, 
Aromaten, Steioide oder Steroidester, Zucker (Monomere, Oligomere, ...), 

1 5 Tocopherole, Astaxanthin. 

ErfindungsgemaB aus Gemischen mit anderen organischen Verbindungen 
isolierbare FettsSuren umfassen dabei u.a.: HexadecadiensSuren, 
HexadecatriensSuren, Hexadecatetraensauren, LinolsSure, y-LinolensSuie, a- 
linolmsaure, StearidonsSure, ArachidonsSuie, EicosatriensSuren, 
20 EicosatetraensSuren, Eicosapentaensauren, DocosapentaensSuren, 

Docosahexaensauie, TetracosadiensSuren, Octacosaoctaensauren sowie deren 
Salze bzw. Ester, Ether oder andm Derivate dieser Fettsauren. 

Bevorzugt werden die Fettsaureethylester mit diesem Verfahren gereinigt. 

Im Allgemeinen sind alle FettsBurcn der Ketteniange von C14-C30 bzw. Derivate 
25 solcher Fettsauren erfindungsgemaB aufieinigbar, die mehr als zwei 
Doppelbindungen aufweisen. 

Eine Trennung von Verbindungen in AbhSngigkeit von der Stellung der 
Doppelbindungen oder der Konfiguration der Doppelbindungen ist mit dem 
erfindungsgemaBen Verfahren moglich. 
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Gnuids&tzlich gelingen bei Verwendung vollveisilberter Tauscher die besten 
Selektivitaten und werden die hdchsten Beladungen der Tauscher mit PUFA 
erreicht. 

Erfindungsgem^ kdnnen als Ausgangsgemische natOrliche Ole, z.B. Fischdle, 
5 Pflanzendle, mikrobiell hergestellte Ole, piozessierte Ole, Estergemische, freie 
Fettsauregemische, unges&ttigte Verbindimgen und/oder Derivate solcher 
Verbindungen eingesetzt werdeiL 

FischSle enthalten zum Beispiel zwischm 10-20% DHA und mikrobiell 
hergestellte Ole bis zu 60% DHA. Denmach enthalten die Ole auch einen 

10 unterschiedlichen Anteil abzutrennender FettsSuren. Daraus ergibt sich fiir den 
Fachmann die Schwierigkeit eine konkrete Reinheit der dutch den 
Aufieinigungschritt erzielbaren reinen DHA. Im Allgemeinen macht es daher 
mehr Sinn einen Aufreinigungsfaktor zu definieren, um die Gilte der Reinigung zu 
beurteilen. Der Aufreinigungsfaktor kann im einfachsten Fall der Quotient aus der 

IS Reinheit der Produktes und der Reinheit des Substrates sein. Die Reinheiten 
k5nnen beispielsweise aus einer gaschromatographischen Analyse ermittelt 
werden (Einheit: Area%). 

Rp ~ RFettsaure im Produkt/RFettsaure im Substrat ♦ 100%,wobei 

Rf = Reinigungsfaktor (%) 
20 R= Reinheit 

Die Reinigungsfaktoren liegen nach einer erfolgreichen Aufreinigung immer > 1. 
AbhSngig vom Ausgangsgemisch k6nnen aber auch hShere Werte erzieh werden, 
bei einem Ausgangsgemisch, das die Zielfettsaure zu 0,5% aufweist und nach 
25 Reinigung eine Reinheit von 95% beispielsweise 1 90. 

Ln Beispiel der DHAEE kann sowohl aus einem 47% -igen DHAEE-Gemisch als 
auch aus einem 80%-igem DHAEE*Geniisch eine hochreine 95% DHAEE 
hergestellt werden. Die Reinigungsfaktoren liegen in diesen Beispielen zwischen 
1,19 und 2,02. 
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Zur Durchfllhrung des erfindungsgemaOen Verfiihrens wird keine 
Chiomatogn^hiesaule bendtigt und es muB keine Fraktioniening im eigentlichen 
Sinne durchgefuhrt werden. 

Vor der Treimung von Uberstand und Produktphase muss sich nur ein einziges 
5 Gleichgewicht einstellen. Dies steht ganz im Gegensatz zur Chromatographie 
(z.B. HPLC, SFC) bei der eine Trennung erst nach Erreichen einer bestimmten 
Bodenzahl (z.B. Sftule), bzw. nach Einstellen einer u.U. sehr hohen Zahl an 
Gleichgewichten erreicht wird. 

Technische Probleme» die normalerweise durch den Wechsel des Ldsungsmittels 
10 in der Chromatographie auftreten (Luftblasen, Quellen des Tauschers, 
Inhomogenitaten) treten bei dem erfindungsgemMBen Verfahren nicht auf. 
Ebenfalls treten keine FluBprobleme (inhomogener Flufi) uber die Trenns&ule 
(Gradientenbildung) ein. Gleichzeitig konnen hohere Reinheiten des Produktes 
erreicht werden. Eine gezielte Einstellimg der Produktreinheit ist ebenfalls 
IS mSglich. 

Uberraschenderweise konnte von den vorstehend genannten Erfindem gezeigt 
werden, dass hochungesftttigte FettsSuren bzw. Derivate dieser hochungesSttigten 
FettsSuren (z.B. DHAEE) aus einer Ldsung (z.B. DHAEE/DPAEE) im Batch- 
Verfahren hochselektiv an einen mit Silber-beladenen Kationentauscher in einem 
20 Schritt komplexiert werden kOnnen. 

Die Selektivitat der Komplexierung laBt sich dabei Uberraschenderweise sehr 
einfach in AbhSngigkeit von der zu trennenden FettsSurekonzentration, der Art 
des verwendeten lonenaustauschers und dessen Menge, dem verwendeten 
Lfisungsmittel, der Temperatur, der Zdt und der Silbeibeladung des 
25 lonenaustauschers steuem. 

Diese AbhSngigkeiten k6nnen fUr die Aufreinigung gezielt eingesetzt werden. 
Durch das Einstellen bestimmter Bedingungen lassen sich hochreine PDF As ohne 
aufwendige Chromatographieschritte herstellen. 
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Bei dem neuen Verfahren handelt es sich daher nicht um dn 
Chromatogr£q)hieverfahien, sondem um ein selektives Extraktionsverfahren 
(Komplexienmg hdherunges&ttigter Fetts&uren/Deiiyate an den oder die 
Kationentausch^ und einen nachfolgenden Dekomplexierungsschritt in einem 
5 einfachen Rflhigef&B ini Batch). 

ErfindungsgemaB einsetzbare Kationentauscher finden sich in der folgenden Liste 
unter Angabe der ublichen Handelsnamen: Dowex® 50 WX8, Dowex® SO WX4, 
Dowex® 50 WX2, Dowex® MWCl, Dowex® MSCl, Dowex® Monosphere C- 
350, Dowex® CCR-2, Dowex® DR 2030, Amberlite® CG50, Amberlite® IR- 
10 120, Amberlyst® 15, Bio-Rex® 70 Resin, Macherey & Nagel PS-DVB®. 

Ihsbesondere sind solche Kationentauscher einsetzbar, die folgende Eigenschaften 
aufweisen: 

Stark saure Kationenaustauscher: Gele, die als Grundkdrper Styrol mit 
Divinylbenzolverzweigungen aufweisen, als aktive silbertragende Gruppe 
1 5 Sulfonsaure- und/oder Carboxylgruppen tragen und micropor5s oder bevorzugt 
macropor5s sind. Insbesondere sind auch macroreticulare lonenaustauscher 
besonders geeignet, da sie Idsungsmittelstabil sind und im Vergleich zu Gelen 
eine wesentlich grSBere OberflSche aufweisen. Diese tragen ebenfalls 
Sulfonsaure- und/oder Carboxylgruppen als fiinktionelle Gruppen. 

20 Besonders bevorzugt einsetzbar sind Amberlyst® 15 und Dowex® DR2030. 

Die Beladungskapazit&t der erfindungsgem^B einsetzbaren Kationentauscher 
reicht dabei von 0,1 bis 15 Gew.-% (g PUFA/100 g H*-Tauscher) Gesamt-PUFA. 

Dieses neue Verfahren stellt auf aberraschend einfache Weise eine enonne 
Vereinfachung und Skonomische Verbesserung der bisher im Stand der Technik 
25 beschriebenen Aufireinigungsprozesse dar. Auch ist es ohne Probleme m5gUch, 
dieses Verfahren grofitechnischen und industriellen Zwecken anzupassen, da 
beispielsweise S&ulen etc. keine Verwendung finden. 

VOllig Qberraschend war auch die Beobachtung, dass die Reinheit des Produktes 
am Kationentauscher durch nachfolgenden Wascbvorgang mit einem 
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LSsungsmittel und anschlieBender ErwSnnung in einem bzw. mehreren 
Losungsmitteln deutlich erhdht und selektiv gesteuert werden kann. 

Die Warmezufuhr kann erfindimgsgemaB beispielsweise durch den Einsatz 
extemer Warmequellen, durch elektromagnetische Strahlung, wie beispielsweise 
S Mikrowellen oder Infirarotstrahlung, oder aber durch Ultraschallbehandlung 
erfoigen. Jegliche dem Prozess ^rderliche Warmequellen kdnnen Anwendung 
finden. 

Es wild dabei vermutet, dass durch den Einfluss von WSnne (Energie) nicht 
vollstandig komplexierte FettsSure, bei der nicht alle Doppelbmdungselektronen 

10 komplexiert vorliegen (dabei kann es sich um die Produktfettsaure, aber auch um 
Nebenfettsauren oder Derivate handehi), dekomplexiert wird, wobei bevorzugt die 
hehenmgesattigte Fettsaure nach der Dekomplexiening wieder an den 
Kationentauscher komplexiert und die dort freigewordenen Positionen belegt. Die 
ebenfalls dekomplexierte Nebenfettsaure wird nach dieser Theorie somit nur in 

1 S untergeordnetem MaBe an den mit Silber beladenen Kationentauscher 

rilckangelagert und verbleibt zum grOfiten Teil im Uberstand. Die Reinheit der 
Produktfettsaure am Kationentauscher wird dadurch betrachtlich ^hdht. 

ErfindungsgemaB kann daher dem System nach der Komplexierung der Fettsaure 
an den mit 100% Silber beladenen Kationentauscher Warme zugefOhrt werden, 
20 um eine hohere Reinheit der Fettsaure zu gewahrleisten. Bevorzugt wird dieser 
Schritt bei einer Temperatur T > 40''C und Druck P = 1 bar durchgefuhrt. 
Besonders bevorzugt wird der Schritt zwischen 40**C und 80°C durchgefiihrt. 
Ganz besonders bevorzugt zwischen 50 und lO^C und ganz besonders bevorzugt 
bei 55*^0 bis 

25 Wird bei Tempwaturen von > 40**C gearbeitet, so kann die Dauer der 

Komplexierungsreaktion in 30 Minutenschritten inkrementiert sein, wobei ganz 
allgemein langere Reaktionszeiten eine hdhere Produktreinheit ergeben. 
Allerdings hat sich gezeigt, dass 2,5 h in den meisten Fallen ausreichend sein 
diirften. 
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Auf den Einsatz von Acetonitril als Dekomplexieningsmittel kann im 
erfindungsgemaBen Verfahren bei PUFA oder PUFA-Derivaten mit weniger als 4 
Doppelbindungen voUstSndig verzichtet weiden, da Bedingungen eraibeitet 
wurden^ bei denen 

5 (i) die Abl6sung in physiologisch unbedenklichen L5siingsnutteln gelingt und 

(ii) ein vdllig neuartiges Regenerationsverfahren fUr den Kationentauscher bzw. 
das Silber selbst entwickelt wurde. 

Ein erfindungsgemaB einsetzbares UJsnngsmittel fiir die Anlagerung der PUFA 
bzw. des Derivats kann aus den folgenden Gnippen ausgewMhlt sein: Alkane, 

10 Ketone, Ether, Ester, Diketone, Diester, Diether, Diole, Polyole, Nitrile, Dinitrile 
und Alkohole, besonders geeignete Ketone sind Aceton und 2-Methylethylketon, 
besonders geeignete Alkohole sind die mittelkettigen Alkohole 2-Propanol, 
Propanol, Butanol, Hexanol oder Isomere Ydenxt, noch mehr geeignet sind die 
Alkane n-Hexan, n-Heptan, n-Octan oder Isomere hierzu und am besten geeignet 

IS ist das Nitril Acetonitril, sowie die kurzkettigen Alkohole Ethanol und Methanol. 
Etfaanol und Mettianol sind die bevorzugten LOsungsmittel. 

ErfindungsgemaB kann das Silber nach jedem Anlagerungsschritt von FettsSuren 
an den lonentauscher durch Zugabe einer Saure (z.B. HNO3) oder Base (z.B. 
NaHCOj) abgelSst werden. Damit wird gleichzeitig die komplexierte Fettsaure 
20 freigesetzt. Das Silber fUllt als Salz aus (z.B. Ag2C03) oder verbleibt in L6sung 
(AgNOa) und kann durch Dekantieren bzw. Extraktion von der Produktfettsaure 
abgetrennt werden. 

AnschlieBend kann das Silber erfindungsgemaB durch Zugabe einer Base (bei 
einer vorhergehenden Abldsung durch HNO3 beispielsweise durch Zugabe von 
25 NaHCOa) bzw. einer SSure (bei emer vorhergehenden Ablfisung durch NaHCOa 
beispielsweise durch Zugabe von HNO3) wieder in Ldsung gebracht werden. 

Dabei sind u.a. folgende Basen erfindungsgemaB einsetzbar: Hydroxide und 
Carbonate, organische Basen, insbesondere Natriumhydroxid, Kaliumhydroxid, 
bevorzugt Triethylamin, Calciumcarbonat, Magnesiumcaibonat, ganz besonders 



wo 02/098826 



15 



PCT/EP02/06158 



bevorzugt Kaliumcaibonat, Kaliumhydrogencarbonat, Natriumcaibonat iind 
Natriumhydrogencarbonat. 

Dabei sind u.a. folgende SSuren erfindungsgemSfi einsetzbar: Phosphorsaure^ 
insbesondere SalzsSure, Ameisens^ure und Schwefels^ure, ganz besonders 
5 bevorzugt EssigsSiire und SalpetersSure. 

Durch die h6here AffinitSt der meisten lonentaxischermaterialien gegenfiber Ag^ 
im Vergleich zu anderen Kationen (Ag^»Na'^»H^ gelingt die quantitative 
Anlagerung des Silbers an den Kationentauscher. Nach veischiedenen 
Waschschritten ist der Kationentauscher wieder einsetzbar. Die Wiederanlagerung 
10 des Silbers liegt dabei bei mindestens 90%, bevorzugt bei mindestens 95% und 
ganz besonders bevorzugt bei > 99% im Vergleich zur ersten Anlagerung, 

Mit dem erfindungsgemilBen Verfahren kdnnen Reinigungsfaktoren von 1,01 bis 
99 erzielt werden» wobei diese Reinigungsfaktoren zwar auch vom Verfahren, 
allerdings auch von der Konzentration der ZielvCTbindung in dem 

1 S Ausgangsgemisch abhSngen. Obwohl daher hohe Reinigungsfaktoren gOnstig 
sind, kann es dennoch von unmenser Bedeutung sein, beispielsweise eine 
ZielfettsSure von 80% Reinheit auf 90% zu bringen, gerade wenn - wie in den 
Beispielen g^igt - MolektUe voneinander getrennt werden, die sich nur im 
Vorhandensein einer einzigen weiteren Doppelbindung voneinander 

20 unterscheiden. Der entsprechende Reinigungsfaktor betrSgt in diesem Beispiel 
zwar "nur" 1,125, in Verbindung mit den hohen erfindungsgemSBen Ausbeuten 
bedeutet dies jedoch eine dramatische Weiterentwicklung aller im Stand der 
Technik beschriebenen, z.B. chromatographischen Methoden und Verfahren. 

Im erfindungsgemafien Verfahren bei PUFA oder PUFA-Derivaten mit 4 oder 
25 mehr Doppelbindungen kann em voUversilberter Kationentauscher verwendet 
werden, von dem die AblSsung der PUFA mit Acetonitril oder aber durch 
Regeneration des Kationentauschers bzw. des Ag^, wie vorher beschrieben, 
gelingt. 

ErfindungsgemaB kann fOr PUFAs oder PUFA-Derivate mit 4 oder mehr 
30 Doppelbindungen aber auch bevorzugt ein teilversilbeAer Kationentauscher 
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verwendet werden wobei die AblSsung in diesem Fall unter Verzicht auf den 
Einsatz von Acetonitril durch physiologisch unbedenkliche Ldsungsmittel 
und/oder WSnne erfolgen kann. 

Ein erfindungsgemafi einsetzbares LiJsungsmittel ftir die Ablosung der PUFA 
5 bzw. des Derivats kann aus den folgenden Gruppen ausgewShlt sein: Ketone 
(beispielsweise Aceton, 2-Methylethylketon), bevorzugt mittelkettige Alkohole 
(beispielsweise 2-Propanol, Butanol, Propanol), ganz besonders bevorzugt 
kurzkettige Alkohole (beispielsweise Methanol oder Efhanol) oder Gemische aus 
diesen Lfisungsmitteln. 

10 Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zur Auftrennung einer fllissigen 
Mischung nach dem Sattigungsgrad der in der Mischung enthaltenen 
Verbindungen. Der Sattigungsgrad richtet sich nach der Anzahl der 
Doppelbindungen. Die Mischung kann hochungesattigte organische 
Veibindungen, ungesittigte organische Verbindungen, aber auch gesSttigte 

IS organische Verbindungen und auch anorganische Verbindungen enthalten. 
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Die folgenden Figuren erlftutern die Erfindung nSlier: 

Figur 1 zeigt das Prinzip der Aufreinigung von PUFAs durch selektive Extraktion 
vom Ag^-Ionenaustauscher je nach verwendbarem Losungsmittel 

Figur 2 zeigt ein Schema der erfindungsgemaBen Komplexienmg von 

+ 

5 Fettsaureethylestem am Ag -lonentauscher 

Figur 3 zeigt ein Schema der erfindungsgemSBen Regeneration des Silbers 
Verwendete AbkOrzungeii: 



DHA 


All-cis-4,7,10,13,l6,19-Docosahexaensaiire 


DPA 


All-cis-4,7,10,13,16-Docos^eataensSure (00-6) 


10 DHAEE 


All-cis-4,7, 1 0, 1 3,1 6, 19-Docosahexaensaureetfaylester 


DPAEE 


Ail-cis-4,7,10,13,16-Docos^aitaensauieethyle5ta-((o-6) 


SFC 


Si^)etcritical fluid chromatogn^hy 


PUFA 


Polyunsaturated fatty acid 
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Verwendete Begriffe: 
Beladungskapazitat 

Die Beladungskapazitat des Kationenaustauschers beschreibt die Menge PUFA 
Oder definiertes Derivat (z.B. DocosahexaensSureethylester; DHAEE) in g oder 
5 Prozent (%, w/w), die an 100 g des in der protonierten Form (H*-Fonn) 
befindlichen Kationenaustauschers komplexiert werden kann. 

Die Erfindung wird anhand der nachfolgenden Beispiele veranschaulicht, ohne 
dass diese als Einschrankung der Erfindung verstanden werden durfen. 

Wenn nicht anders angegeben, wuide in alien nachfolgenden Beispielen als 
10 Substrat f&r die Aufreinigung ein Gemisch von etwa 80% DHAEE und 20% 
DPAEE ((D-6) verwendet, das aus einer mikrobiellen Fermentation mit dem 
Stamm Schizochytrium SR21 gewonnra werden kann [Yokochi et ai. 
Optimization of docosahexaenoic acid production by Schizochytrium limacinum 
SR21", Appl. Microbiol. Biotechnol. (1998), 49: 72-76]. Das aus dieser 
1 5 Fermentation erhaltene Ol aus Schizochytrium wurde in die Ethylester umgeestert 
und einer FSllung mit Hamstoffunterzogen, wobei die gesSttigten Fettsauren 
entfemt werden. DHAEE und DPAEE kfinnen weiter mittels HPLC aufgereinigt 
werden [Yamamura, supra], und als Substrat fiir die Aufi^inigunsversuche 
eingesetzt werden. Die Trennung der Ethylester voneinander in quantitativ 
20 bedeutenden Mengen stellt ein groBes Problem dar, da sich die beiden FettsSLuren 
lediglich in der unterschiedlichen Anzahl der Doppelbindungen unterscheiden. 
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Beispid 1 

Herstellung von zu 100% mit Silberionen beladenem Amberlyst®15 (20-50 

mesh) 

Die Herstellung der silbeibeladenenen lonenaustauscher erfolgt in Anlehnung an 
5 das von Nieto et al (Nieto, S.; A. M. Cordoba; J. Sanhuenzy and A. Valenzuela 
(1997): Obtention of highly purified fractions of eicosapentaenoic acid and 
docosahexaenoic acid from sardine oil silver-resin chromatography: A semi- 
preparative procedure, Grasas y Aceites, 48(4), 197-199) ftir Dowex® 50WX8 
(frOhere Bezeichnung Dowex® W-HCR-W2) beschriebene Verfehren. Dazu 
10 wurde das Verfahren jedoch deutlich vereinfacht bzw. abgewandelt 

Es erfolgt weder eine Vorbereitung des Materials in einer beheizbaren Glassaule 
noch wird eine Voiwaschung des Materials mit organischen Ldsungsmitteln 
durchgefiUirt. In dem erfindungsgemaBen neuen Ver&hren ist jedoch im 
Gegensatz zu dem von Nieto et al offenbarten Ver&hren die KomgrSfie des 
1 5 Materials ausschlaggebend fiir die (^itSt der Trennung und die Ausbeute sein. 

20 g Amberlyst® 15 werden in eine Nutsche oder GlassSule mit Nutsche gegeben 
und mit 1 M Natriumnitrat-L5sung (NaNOs) solange gespiilt, bis der pH-Wert des 
Eluates von sauer nach neutral umschlagt. Die Neutralisation zeigt die 
verminderte Bildung von Salpetersaure an, die beim Austausch von Protonen zu 
20 Natrium-Ionen gebildet wird. Ist der Kationentauscher voUstSndig mit Natrium- 
lonen beladen bleibt der Eluent neutral. 

Jetzt kann auf zwei unterschiedliche Weisen weiter ver&hren werden. 

Entweder wird der Natrium-beladene Kationentauscher solange mit 0,4 M 
Silbemitrat-L6sung gespUlt, bis im Eluenten Silber nachweisbar ist, oder das 
25 Material wird zuerst in einen Rundkolben oder Erlenmeyerkolben mit 

Natriunmitrat-Losung aberspult. Die tiberschUssige Natriumnitrat-Lfisung wird 
dann verworfen. 

Im nachfolgenden wird mit 5,4 ml 0,4 M Silbemitrat-L6sung/g Amberlyst® 15 ftir 
8-12 h gerOhrt. Der Oberstand wird entfemt. 
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bi beiden FSllen veifShrt man mit dem Ag'^^-beladenen Kationentauscher 
folgend^maBen: 

Der mit Silber beladene Kationentauscher (ca. 2,0 mmol AgVml H^-Tauscher, 
wobei 1 g H^-Dowex ca. 0,9 ml ir*"-Dowex entspricht) wird dreimal mit 100 ml 
5 Wasser silberfrei gewaschen und anschiieBend zweimal mit 100 ml Ethanol 
wasserfrei gewaschen (1 h). Nachfolgcnd laBt man in 100 ml Acetonitril ilber 
Nacht (12h) stehen. Danach wird emeut zweimal mit jeweils 100 ml Ethanol 
gewaschen. Das Material kann jetzt verwendet weiden. Acetonitril kann auch 
duich dreimaliges Verwenden von 100 ml Ethanol ersetzt werden. 

10 Ein anderer Waschvorgang bzw. Aktivierungsvorgang kann zu vermindert 

aktivem oder nicht aktivem mit Silber beladene Kationentauscher fiihren. Dabei 
ist der Gehalt an Wasser im mit Silber beladenen Kationentauscher von 
besonderer Bedeutung. 
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Beispiel 2 

Herstellung des zu 50% partiell mit Silberionen beladenen Amberlyst® 15 
(20*50iiiesh) lonenaustauschers 

Teilversilbertes Amberlyst®-Material wird unter Riibren hergestellt, xun eine 
5 gleichmaBige Vertdlung des Silbers am Kationentauscher zu ermOglichen. 

50% vcrsilbertes Material Amberlyst® 15 wird durch Zugabe von 2,7 ml 0,4 M 
Silbemitrat-L6sung/g Amberlyst® 1 5 fiir 8- 1 2 h hergestellt. Dabei wird der 
Ansatz 12 h gerOhrt werden. Danach wird der Uberstand dekantiert imd der mit 
Silber beladene Kationentauscher dreimal mit bidestilliertemWasser gewaschen. 
10 AnschlieBend erfolgt zweifaches Waschen mit 100 ml Ethanol (jeweils Ih) und 
einfaches Waschen mit 100 ml Acetonitril (12 h). Das Acetonitril kaim durch 
mehrfache Verwendung von Ethanol ersetzt werden. Das Material wird 
letztendlich in Ethanol aufgenommen und danach emgesetzt. 

In gleicher Weise kann Material von 0,1-99,9% (bezogen auf die 100% 
1 5 Versilberung) Versilberung hergestellt werden. 
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Verschiedene AblSseprotokolle (Abb. 1) 

Variante A. AblSsen der Produkte vom Ag'^-Tauscher mit einem tc- 

Elektronendonor 

In AbhSngigkeit vom Tauschermaterial, Silbeibeladung und von dem angelagerten 
S Fettsaureethylester (Anzahl der Doppelbindungen) ist das L6sungsmittel 

auszuwShlen, das den Produktester vom mit Silber beladenen Kationentauscher 
abldsen kann. Im idealen Fall kann ein LSsungsmittel verwendet werden, das 
ebenfalls als Tc-Elektronendonor dient Beispiele sind hierfiir Acetonitril, 1-Hexen 
Oder Toluol. 

10 Z. B. kaim gebundener DHAEE in einfachster Weise durch Zugabe von 

Acetonitril (ACN) vom mit Silber beladenen Kationentauscher abgetrennt werden. 
Das Acetonitril stellt in diesem Fall den stSrkeren 7c-Elektronendonor als die 
PUFAs dar, 

Dazu werden dem Ansatz 100 ml ACN zugegeben und es wird bei 
1 S Raumtemperatur imter Schutzgas geriihrt. Nach voUstSndiger Abldsung des 
Fetts&ureethylesters wird die organische Phase abgenommen. Das 
Tauschermaterial wird mit ACN nachgewaschen imd die organischen Phasen 
vereint. Nach Abziehen des Ldsungsmittels erh^t man den aufgereinigten 
DHAEE als schwach gelbes Ol. In alien aufgeftihrten Beispielen reichen hierfiir 
20 schon geringere Mengen an Acetonitril, beispielsweise ein Gemisch von 
Acetonitril in n-Hexan (10:90, v:v). 

Die folgenden Beispiele 3-9 stellen Beispiele fOr solche Verfahren dar, bei denen 
ACN zum AblOsen der komplexierten FettsSure vom Tauscher verwendet wird. 
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Beispiel 3 

Anlagerungsversuch eines Gemisches von DHAEE und DPAEE an Ag^- 
Amberlyst® 15 (20-50mesh) in Ethanol fiber 24 Stnnden: 

In Vorversuchen wuide etmittelt, dass die PUFA-Beladungsks^azitat des 
5 Tauschers bei ungefihr 5 Gew.-% PUFA liegt (g PUFA/100 g H*-Tauschcr). 

597,8 mg Docosahexaensaureethylester (DHAEE) und 144,0 mg 
Docosapentaensaureethylester (©-6 DPAEE) wurden zu einer geriihrten LSsung 
des mit 100% Silber-beladenen Tauschers (10 g H*-Amberlyst® 15) aus Beispiel 
1 in 100 ml absolutem Ethanol gegeben. Die Suspension wird bei 
1 0 Raumtemperatur unter Schutzgas ftir 24 h bei RT bei 1 00 U/min geschiittelt. 

Gegebenenfalls kann noch ein Antioxidant zugegeben werden (z.B. Tocopherole, 
2,6-Di-tert.-butyl-4-methylphenol (BHT), Ascorbylpahnitat), um Oxidationen der 
PUFAs zu venneiden. 

Nach jeweils 30 oder 60 min ZeitabstSnden wild die Reaktion quantitativ und 
15 qualitativ erfietflt, indem der Oberstand gaschiomatographisch analysiert wind (HP 
GC6890, Saule: Macherey & Nagel FFAP Peraiabond 0,1 fxm (25m, 0,25mm), 
Splitbetrieb (10:1), Tragergas: Helium (constant flow 1,0 ml/min), FID-Betrieb 
mit Wasserstoff (30 ml/min) und Sauerstoff (300 ml/min) als Bremigase, Make 
up: 20 ml Helium, Detektor- und Injektortemperatur: jeweils 255"* C, GC-Ofen- 
20 Temperaturprogramm: Anfangsteraperatur 1 80** C, Temperaturanstiegsrate 1 0° 
C/min auf Endtemperatur 230** C, diese fUr 5min halten, hyektionsvolumen: 1,0 
^1). Durch Zugabe eines intemen Standards zum Reaktionsansatz, der nicht an den 
mit Silber beladenen Kationenaustauscher bindet (z.B. eine gesSttigte Fettsfture 
bzw. ein Ester einer gesSttigten Fetts&ure oder ein anderes Derivat) kann eine 
25 quantitative Analyse der hochungesSttigten FettsSuren im tJberstand durchgefiihrt 
werden. 

Dabei kann die theoretische Beladung des Tauschers durch Subtraktion des im 
Oberstand verbliebenen FettsSureethylesters von der insgesamt eingesetzten 
Fettsftureethylester berechnet werden. Die Reinheit des Produktes kann ebenfalls 
30 so ermittelt werden (Tab. 1). 
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In diesem Fall wurde fast der gesamte DHAEE (86>7%) am Tauscher komplexiert. 
Die Reinheit des DHAEE wurde von 80% auf fast 91% gesteigert. Die 
Komplexierung ist bereits nach wenigen Stunden beendet. 

1st der lonenaustauscher vollstSndig mit PUFAs beladen (keine weitere 
5 Anlagerung mehr beobachtbar) oder die gewiinschte Reinheit (z.B. DHAEE > 
90%) erreicht, wird der tJberstand abgenommen, und das lonentauschermaterial 
wird einmal mit 100 ml Ethanol gewaschen und von Resten nicht-gebimdenem 
FettsSureeth^esters befreit Nach beendeter Reaktion kann der gebundene 
ProduktfettsSureethylester durch versdiiedene Verfihren vom mit Silber 
1 0 beladenm Kationentauscher abgelost werden. 

Am einfachsten kann DHAEE durch Ausrtthren mit 100 ml Acetonitril fiir 7 h 
unter Schutzgas abgelOst werden. Dazu reicht schon eine 10%-ige Mischung von 
Acetonitril in Ethanol oder n-Hexan. Nach Entfemen der Ldsungsmittel wurden 
482,6 mg des aufgereinigten DHAEE in einer Reinheit von 88,4% isoliert. 

IS Dieser Wert stimmt mit dem berechneten Wert aus Tabelle 1 gut Qberein. Die 
Ausbeute an DHAEE betrigt 81%. Die Produktbeladung des Tauscher betiagt 
somit 4,8% (g DHAEE/100 g H*-Tauscher). 

Aus dem Uberstand konnten nach Entfemen der Ldsungsmittel weitere 66,4 mg 
DHAEE isoUert werden. Die Gesamtwiederfindung DHAEE betmg 92%. 
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Beispiel 4 

Anlagerangsversuch eines Gemisches von DHAEE und DPAEE an Ag^- 
Amberlyst® IS (20^50 mesh) in Ethanol ttber 210 Minuten 

Dazu wird eine Mischung aus 0,585 g Docosahexaensaureethylester (DHAEE) 
5 und 0, 146 g Docosqientaensaureethylester (©-6 DPAEE) zu einer geriihrten 
Ldsung des mit 100% Silber-beladenen Tauschers (entspricht 10 g IT^- 
Amberlyst®15) in 100 ml absolutem Ethanol gegeben. Die Suspension wird bei 
26 ""C unter Schutzgas filr 210 min bei 100 U/min geschiittelt. Zu den 
angegebenen Zeiten wurde der Oberstand gaschroamtognq)hisch analysiert. 

10 Die Reinheit und Ausbeute des Produktes kann ebenfalls so ermittelt werden (Tab. 
2). 

Im Vergleich zum Anlagerungsversuch mit Dowex®50WX8 200-400 mesh 
(Beispiel 6, Tabelle 4) zeigt sich eine erheblich reduzierte Reaktionszeit und eine 
deutliche Zunahme der Bcladung mit DHAEE von 1^% (g DHAEE/lOOg H*- 
15 DowexSOWXS) auf 4,6% (g DHAEE/lOOg H*-Amberlyst®). Die Reinheit des 
DHAEE konnte von 80% auf fiber 92,9% gesteigert werden. Die Ausbeute an 
92,9%*igem DHAEE betrilgt 77,9%. Der vergleichbare Tauscher (KomgrOBe) aus 
der Dowex®50WX8 Serie (20-40 mesh) zeigt keine DHAEE-BeladungskapazitSt 
und damit auch keinen Reinigungseffekt. 
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Beispiel 5 

Aniagerungsversuch eines Gemisches von DHAEE and DPAEE an Ag^- 
Amberlyst® 15 (20-50mesh) in n*Hexan: 

Dazu werden 585,1 mg Docosahexaensaureethylester (DHAEE) und 146,0 mg 
5 Docos^entaensSureethylester (oo-6 DPAEE) zu einer gerOhrten Losung des 
vollstandig mit Silber beladraen Tauschers (9,3 g H^-Amberlyst® 15) in 100 ml 
n-Hexan gegeben. Die Suspension wird bei Raumtemperatur unter Schutzgas fOr 
3,5 h bei 100 U/min geschQttelt. 

Nach jeweils 30 oder 60 min ZeitabstSnden wird die Reaktion quantitativ und 
1 0 qualitativ erfaBt, indem der Uberstand gaschromatographisch analysiert wird. 

Dabei kann die theoretische Beladung des Tauschers durch Subtraktion berechnet 
werden. Die Reinheit des Produktes kann ebenfalls so ermittelt werden (Tab. 3). 

Die Reinheit der DHAEE wuide 80% auf Ober 94,5% gesteigert. Die Anlagenmg 
ist bereits nach wenigen Minuten praktisch beendet. Die Beladung des Tauschers 
15 mit DHAEE betiflgt 4,4% DHAEE/lOOg H*-Tauscher). Die Ausbeute an 94,5%- 
igem DHAEE betrSgt 74,6 %. 

Der Oberstand wird abgenommen, das Kationenaustauschermaterial eimnal mit 
100 ml n-Hexan gewaschen und von Resten nicht-gebundenem 
FettsSureethylesters befreit. Nach beendeter Reaktion kann der gebundene 
20 Produktfettsaureethylester durch verschiedene Ver&hren von dem mit Silber 
beladenen Kationentauscher abgelSst werden. 

In einfachster Weise kann DHAEE duich AusrOhren mit 100 ml Acetonitril fUr 7 
h unter Schutzgas abgelSst werden. Anstelle des reinen Acetonitrils kann aber 
auch schon eine 10%-ige Mischung von Acetonitril in n-Hexan eingesetzt werden, 
25 wodurch ein identisches Ergebnis erreicht wird. 
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Beispiel 6 

Anlagerungsversuch eines Gemisches von DHAEE und DPAEE an Ag^- 
Amberlyst® 15 in n-Hexan bei erhOhter Temperatur: 

5 Dazu werden U18 g DocosahexaensSureethylester (DHAEE) und 0,29 g 
Docosapentaensaureethylester (0-6 DPAEE) 211 einer gerOhrten LSsung des 
vollstandig mit Silber-beladenen Tauschers (9,3 g H*-Amberlyst®) in 100 ml n- 
Hexan gegeben. Die Suspension wild bei Raumtemperatur unter Schutzgas fOr 2 h 
bei 55 ""C bei 100 U/min geschfittelt. Gegebenenfalls kann noch ein Antioxidant 
10 zugegeben werden (z.B. Tocopherol, Ascorbylpalmitat), um Oxidationen der 
PUFAs zu venneiden, 

Nach jeweils 30 oder 60 min ZeitabstSnden wird die Reaktion quantitativ und 
qualitativ erfaQt, indem d^ tJberstand gaschromatographisch analysiert wird. 
Dabei kann die theoretische Beladung des Tauschers durch Subtraktion berechnet 
15 werden. Die Reinheit des Produktes kann ebenfalls so ermittelt werden (Tab. 4). 

Die Reinheit des DHAEE wurde von 79% auf 97,9% gesteigert. Die Anlagenmg 
ist bereits nach wenigen Minuten beendet. Die Beladung des Tauschers mit 
DHAEE betragt 5,5% (g DHAEE/lOOg H'-Tauscher). Die DHAEE-Ausbeute liegt 
bei 47,1%. 
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Beispiel 7 

Aniagerungsversuch efnes Gemisches von DHAEE und DPAEE an Ag*^- 
Dowex® 50WX8 (200-400) mesh: 

Es wurde weiterhin untersucht, welchen Einfluss die mesh-GrSfie des 
5 verwendeten Tauschermaterial auf die Trennung hat. 

Dazu werden 291,4 mg Docosahexaensaureethylester (DHAEE) und 72,7 mg 
DocosapentaensSureethylester (a)-6 DPAEE) zu einer gerOhrten LOsung des 
voUstandig mit Silber beladenen Tauschers (21 g H*-Dowex® 50WX8, 200-400 
mesh) in 100 ml absolutem Ethanol gegeben. Die Suspension wild bei 
1 0 Raumtemperatur unter Schutzgas flir 24 h bei 300 U/min mit einem MagnetrUhrer 
gerOhrt 

Nach jeweils 30 oder 60 min ZeitabstSnden wild die Reaktion quantitativ und 
qualitativ erfaBt, indem der Oberstand gaschromatographisch analysiert wird. 
Dabei kann die fheoretische Beladung des Tauschers duich Subtraktion berechnet 
1 S werdra. Die Reinheit des Produktes kann eben&lls so ermittelt werden (Tab. 5). 

Die Reinheit der DHAEE wurde von 80% auf 91,7% gesteigert. Die Anlagerung 
ist nach 46 Stunden beendet. Die Beladung des Tauschers mit DHAEE betragt 
1,2% (g DHAEE/100 g H*-Tauscher). Die Ausbeute des91,7%-igen DHAEE Uegt 
bei 83,7% 

20 Im Gegensatz dazu liegen die DHAEE-Beladungen bei demvollversilbertem 
Dowex® S0WX8 100-200 mesh Material bei 1,1% (g DHAEE/100 g H^- 
Tauscher) und bei dem voUversilbertem Dowex® S0WX8 20-40 mesh Material 
praktisch bei 0% DHAEE/H^-Tauscher. Hier zeigt sich also eine ausgeprflgte 
AbhSngigkeit von der Komgr5fie des Tauschermaterials. 
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Beispiel 8 

Anlageningsversuch eines Gemisches von DHAEE und DPAEE an Ag^- 
Dowex® 50WX8 mit nachfolgender Aufkonzentrieiung durch 
Temperaturshift: 

5 Dazu werden 1 16,7 mg Docosahexaensaureethylester (DHAEE) und 29,2 mg 
Docosapentaensaureethylester ((o-6 DPAEE) zu einer gerOhrten Ldsung des 
voUstandig mit Silber beladenen Tauschers (25 g iT-Dowex® 50WX8, 100-200 
mesh) in 200 ml absolutem Efhanol gegeben. Die Suspension wird bei 
Raumtemperatur unter Schutzgas ftlr 24 h bei 300 U/min mit einem Magnetriihrer 
10 gerOhit. Gegebeneofalls kann noch ein Antioxidant zugegeben werden (z.B. 
Tocopherol, Ascoibylpahnitat), um Oxidationen der PUFAs zu venneiden. 

Nach jeweils 30 oder 60 min ZeitabstSnden wird die Reaktion quantitativ und 
qualitativ erfaUt, indem der Uberstand gaschromatographisch analysiert wird. 
Dabei kann die theoretische Beladung des Tauschers durch Subtraktion berechnet 
IS werden. Die Reinheit des Produktes kann ebenMs so ermittelt werden (Tab. 6). 

Die Reinheit des DHAEE wurde von 80% auf tlber 92,8% gesteigert. Die 
Anlagerung ist nach 24 Stunden beendet. Die Beladung des Tauschers mit 
DHAEE betragt 0,40% (g DHAEE/ lOOgll-Tauscher). 

Ein weitere EAOhung der Reinheit der DHAEE am mit Silber beladenen 
20 Kationentauscher erhait man, indem man den mit PUFA beladenen 
Kationentauscher mit 100 ml LSsungsmittel (z.B. Ethanol) wSscht und 
anschlieflend in einem LOsungsmittel (z.B. Ethanol, Aceton) erwarmt. Der 
verwendete Temperaturbereich liegt dabei zwischen SO und 80 (Tab. 7). 
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Tab. 7: Entwicklung der Reinheiten von DHAEE und DPAEE im Oberstand 
(Ethanol) wSbrend der ErwSrmung auf unterschiedliche Temperaturen. 





wc 




70»C 




80*0 




t 


DPAEE 


DHAEE 


DPAEE 


DHAEE 


DPAEE 


DHAEE 


[hi 


[Area%l 


rArea%l 


rArea%l 


rArea%l 


rArea%l 


rArea%l 


0.5 


15.3 


84.7 


12,5 


87,5 


13.4 


86,6 


I 


18,0 


82,0 


15,3 


84.7 


15.9 


84,1 


1.5 


21,1 


78.9 


17,2 


82,8 


18.4 


81.6 


2 


21,9 


78,1 


19.1 


80.9 


19.1 


80,9 


2.5 


25.0 


75.0 


22,3 


77,7 


22.6 


77.4 


Produktphase 
ACN 


5.0 


95,0 


4.6 


95,4 


4,9 


95.3 


Ausgangsmaterial 
amDowex50 
WX8 


7.7 


92.3 


7,7 


92.3 


7,7 


92,3 



S Dazu wild ein Pyrex-ROhichen (Pyrex-Borosilicatglaser 16xl00min, Merck 
Euiolab, Dannstadt) jeweils mit 1 ml Ag-Dowex® SO WX8 (200-400 mesh), der 
mit 1,21% DHAEE (g DHAEE/100 g H*-Dowex)beladen wurde, befUllt und mit 
2 ml Ethanol gemischt auf dem Vibromixer gemischt. AnschlieOend wird erwannt 
auf 60, 70 und 80 ^C) und der Oberstand gaschiomatogr^hisch analysiert. Die 
10 Reinheit des DHAEE am Dowex zu Beginn des Versuches betrug 92,3% 

(Dowex® SO WX8, 200-400 mesh). Nach 2,S h iSBt man abkOhlen, nimmt den 
Oberstand ab und wSscht einmal mit 2 ml Ethanol. Anschliefiend wird der 
DHAEE mit 2 ml ACN flir 3 h vom Dowex dekomplexiert. 

Die gaschromatographische Analyse der ACN-Phase zeigt eine Anreicherung der 
1 S DHAEE am mit Silber beladenen Kationentauscher auf ca. 9S% in alien 
VersucheiL 

Da die Abl6sung des Produktes in vielen FSllen durch Acetonitril unerwOnscht ist, 
wurden andere Verfahren erarbeitet, bei denen der Einsatz eines gifligen 
LOsungsmittel vermieden oder die Verwendung ganz ausgeschlossen werden 
20 kann. Im folgenden werden diese erl&utert. 
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Variante C AblSsen der Produkte vom Ag*-Tau8cher ohne ACN (Figur 1) 

In Falle der Komplexbindung mit PUFAs mit < 4 Doppelbindungen geUngt es 
schon durch Zugabe eines polaren LOsungsmittels (z.B. Elhanol bei Anlagenmgen 
in unpolaren L5sungsmitteln wie n-Hexan) ohne oder mit gleichzeitiger 
5 Tempetaturerhdhung (z.B. WSnnetauscher, Heizbad, Mikrowelle, Thennoblock) 
die PUFAs vom mit 100% SUbw beladenen Kationentauscher abzulflsen, ohne 
ACN zu verwoiden. 

In der Regel Uegen die Temperaturen unmittelbar unter dem Siedepunkt des 
verwendeten LSsungsmittels. SoUte die PUFA zu staik komplexiert sein, kann ein 
10 Kationentauscher verwendet werden, der nicht zu 100% mit Silber beladen ist und 
demzufolge die PUFAs nicht so stark komplexieren kann. In vielen Fallen gelingt 
die Abtrennung der PUFAs schon durch die Verwendung eines der oben 
genannten Ldsungsmittehi ohne Temperaturshift. 
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Beispiel 9 

Aniagerungsversuch eines Gemisches von DHAEE und DPAEE an 30% 
teilversttbertem Ag^-Amberlyst® 15 (20-50 mesh) 

Dazu wird eine Mischung aus 0,63 g Docosahexaensaureethylester (DHAEE) und 
5 0, 1 7 g Docosapentaensaureethylester ((o-6 DPAEE) zu einer geriihrten Losung des 
zu 30% Silber-beladenen Tauschers (10 g H^-Amberlyst®15) in 100 ml n-Hexan 
gegeben. Die Suspension wird bei 26 X unter Schutzgas fOr 60 min bei 100 
U/min geschattelt. 

Die Reinheit des Produktes kann ebenfalls so ermittelt werden (Tab. 8). 

10 Die Reinheit des DHAEE wurde von 80% auf 90,5% gesteigert. Die Anlagerung 
ist bereits nach wenigen Minuten beendet Die Beladung des Tauschers mit 
DHAEE betrigt 2.1% (g DHAEE/100 g H^-Tauscher). Die theoretische Ausbeute 
aus der Tabelle betrigt an 90,S%-igem DHAEE liegt bei 32,5% 

AblSsung des Produktes: nach Entfemen der Hexanphase mit dem nicht 
1 5 gebundenen Produkt wird der Tauscher mit 100 ml Ethanol versetzt, 30 min bei 
Raumtemperatur gerOhrt imd die Ethanolphase abgenommen. Aus dieser Phase 
lassen sich bereits 176,3 mg DHAEE (Reinheit 87,6% Area) isolieren. 
AnschlieBend wird der Tauscher mit weiteren 100 ml Ethanol bei 70^*0 fOr 1 h mit 
300 U/min geriihrt. Es kSnnen aus dieser Phase weitere 51,6 mg DHAEE (94,5% 
20 Area) isoliert werden. Eine Fraktionierung der Ethanolphasen ist aber nicht 

notwendig. Aus der abgetrennten Hexaiq)hase konnten nach Entfemen des Hexans 
379,9 mg DHAEE reisoliert werden. Die Wiederfindung des gebundenen DHAEE 
liegt aber 96%. Die vereinigten Ethanolextrake fOhren zu 227,9 mg DHAEE in 
einer Reinheit von 89,2% (Area). Die Ausbeute an DHAEE betrSgt 32%. 
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Variante B Abl5sen des Silbers vom Kationentauscher mit gleichzeitiger 
Freisetzung des FetCsftureethylesters (Flguren 1 und 3) 

Beispiel 10 

S Regenerative AblOsung des FettsSareethylesters 

Urn die Verwendung von Acetonitril bei der AblSsung des DHAEE vom Ag*- 
Dowex® zu vermeiden, konnen die Prozesse wie in Figur 2 beschrieben 
verwendet werden. 

Nach Abtrennen des ethanolischen Oberstandes aus der Reaktion wird der mit 
1 0 Silber beladenen Kationentauscher mit einem UberschuO 0,4 M Natriumnitrat- 
Lfisuhg (NaNOa) silb^ei gewaschen. Dies kami im Rundkolben (Batch) od^ in 
einer GlassSule erfolgen (kontinuierlich). Gleichzeitig 15st sich der DHAEE vom 
Kationentauscher und kann als dlige Phase aus der wSBrigen Phase abdekantiert 
werden. Dabei ist es nicht erforderlich, das gesamte Silber loszulOsen, um den 
15 DHAEE abzulSsen. In der Praxis stellt sich die vollstSndige Ablosung jedoch als 
einfachste Methode dar. 

Nach Abtrennen des Produktes wird das Silber mit einer Kaibonat-Ldsung 
ausgefailt (z3. NajCOs. KaCOa oder NaHCOs). Das gebildete Silberkaibonat 
(z.B. AgzCQa) &Ui als gelber Niederschlag aus und kann in einfachster Weise 
20 vom t)berstand abfiltriert werden. Anschliefiend wird das Silberkaibonat mit 
stdchiometrischen Mengen SalpetersSure (HNO3) in LSsung gebracht. Diese 
Ldsung kann zur Wiederanlagerung des Silbers direkt verwaidet werden. 

Die Beladung des Tauschers mit Silber entspricht der Ausgangsbeladung. Die 
Selektivitat des Tauschers bleibt voU erhalten. 

25 Auf diesem Wege kann die AblSsung und Isolierung des DHAEE ohne 

LSsungsmittel erfolgen, was besonders fUr Anwendungen in Lebensmitteln von 
enormra Vorteil ist. 
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PatentansprQche 



1. Verfahren ziu- Abtreimung einer Oder mehrerer am stari^ 
Veri)iiKlung(en) aus einer flfissigen Mischung. umfessend zusStzUch eine oder 

5 mehrere weniger stark ungesSttigte organische Veibmdimg(en) und/oder pine oder 
mehrere gesSttigte oiganische Vert)indung(en), dadiirch gekennzeichnet, dass man 

(i) einen sauren Kationenaustauscher mit Silberionen belMdt, 

(ii) den beladenen Kationenaustauscher mit der flfissigen Mischung mischt, 
(ui) die Mischung im Batch-Ver6hren bei einerTemperaturrOhrt. dieuntethalb 

10 des Siedepunktes des verwendeten LSsungsmittels liegt, 
(iv) den Oberstand abtrennt, und 

(V) die am stSikstcn ungesattigte(n) Vcri)indung(en) vom Kationenaustauscher 
ablSst 

2. Verfahren nach Anspnich 1. dadurch gekennzeichnet, dass die am stStksten 
15 ungesattigte Verbindung eine mehrfach ungesattigte FettsSure mit mindestens 

zwei Doppelbindungen ist. 

3. Verfihicn nach Anspnich 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet. dass man die am 
staiksten ungesattigte(n) Veibindung(en) durch Zugabe von eines LSsungsmittels. 
ausgewahlt aus der Gmppe der Ketone, Alkohole und Nitrile oder eine Gemisches 

20 derartigerLSsungsmittel, vom Kationenaustauscher ablSst. 

4. Verfehren nach Anspnich 3, dadurch gekennzeichnet. dass man die am 
starksten ungesattigte(n) Veibindung(en) duich Zugabe von Acetonitril, Methanol 
Oder Ethanol vom Kationenaustauscher ablest. 

5. Verfiihren nach Anspnich 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass man die am 
25 staiksten ungesattigte(n) Veibindung(en) vom Kationenaustauscher ablest, indem 

durch Zugabe von Natriumnitrat das Silber von dem lonentauscher abgelSst wird. 

6. Verfahren nach Anspnich 3. dadurch gekennzeichnet, dass man die am 
starksten ungesattigte(n) Veibindung(en) bei dnem Temperaturbereich von -20'C 
bis 80°C vom Kationenaustauscher abldst. 
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7. Verfahren nach einem der vorstehenden Ansprache, dadurch gekennzeichnet, 
dass die flOssige Mischung ein Ldsnngsmittel umfSasst. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass das Losungsmittel 
ausgewahlt ist aus der Gruppe der Ether, Ester, Ketone, Alkane, Alkohole und 

5 Nitrile. 

9. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass das LOsungsmittel 
ausgewflhlt ist aus der Gruppe umfassend n-Hexan, n-Heptan, n-Fentan, Ethanol, 
Methanol und Acetonitril. 

10. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, 
10 dass die fltissige Mischung eine gesSttigte FettsSure und/oder eine ungesattigte 

Fettsaure mit n Doppelbindungen und/oder eine FettsSure mit n+1 oder mehr 
Doppelbindungen umfaBt, wobei die FettsSure mit n+1 oder mehr 
Doppelbindungen von der ges&ttigten bzw. der ungesattigten Fettsaure mit n 
Doppelbindungen getrennt wird, wobei n fiir eine ganze Zahl zwischen 1 und 10 
15 steht. 

1 1 . Verfahren nach emem der vorstehenden Ansprdche, dadurch gekennzeichnet, 
dass die fltissige Mischung Roh-Estergemische, prozessierte Ole, Estergemische, 
FettsSuregemische und/oder Derivate von mehrfach ungesattigten Fettsauien 
umfafit. 

20 1 2. Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprQche, dadurch gekennzeichnet, 
dass die flttssige Mischung Fischdle, Pflanzendle und/oder mikrobielle Ole 
umfiiBt. 

13. Verfahren nach emem der Ansprtlche 2 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass 
die mehrfach ungesattigte FettsSure ausgewMhlt ist aus der Gruppe umfassend 
25 Hexadecadiensauren, Hexadecatriensauren, Hexadecatetraensauren, Linolsaure, 
y-Linoiensaure, a-Linolensaure, Stearidonsaure, Arachidonsaure, 
Eicosatriensauren, Eicosatetraensauren, Eicosapentaensauren, 
Docosapentaensauren, Docosahexaensaure, Tetracosadiensauren, 
Octacosaoctaensauren. 
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14. Verfahien nach einem der vorstehenden Anspriiche. dadurch gekeimzeichnet. 
dass der saure Kationenaustauscher ausgewShlt ist aus der Gruppe umfassend 
Dowex® 50 WX8, Dowex® 50 WX4. Dowex® 50 WX2, Dowex® MWCl, 
Dowex® MSCl, Dowex® Monosphere C-350, Dowex® CCR-2, Dowex® DR 

5 2030, Amberlite® CG50, AmberUte® IR-120. Amberlyst® 15, Bio-Rex® 70 
Resin, Macherey & Nagel PS-DVB®. 

15. Verfehren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
dass man den sauren Kationentauscher durch Behandehi mit SUbemitrat beiadt 

16. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, 
10 dass man die Mischung aus beladenem Kationenaustauscher mit der fliissigen 

Mischung bei eihahter Tenq)eratur rUhrt. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Temperaturerhdhung durch Einwirken einer extemen Waimequelle, von 
Mikrowellen, Ultraschall oder elektromagnetischer Strahlung bewirkt wird. 

15 18. Verfahren nach einem der Anspriiche I bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass 
die fliissige Mischung mindestens eine mehrfech ungesattigte Fettsflure mit 
mindestens 4 Doppelbindungen umfasst und man den sauren Kationenaustauscher 
vollstandig mit Silberionen beiadt und die am stSrksten ungesattigte(n) 
Verbindung(en) durch Zugabe von Acetonitril vom Kationenaustauscher ablest. 

20 19. Verfehren nach einem der Anspriiche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass 
die fliissige Mischung mindestens eine mehrfech ungesattigte FettsSure mit 
mindestens 4 Doppelbindungen umfasst und man den sauren Kationenaustauscher 
vollsfflndig mit Silberionen belidt und die am stSrksten ungesattigte(n) 
Verbindung(en) durch AblSsen der Silberionen von dem Kationenaustauscher 

25 ablest. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dass die AbWsung der 
Silberionen von dem Kationenaustauscher durch Zugabe von Natriumnitrat 
erfolgt. 

21. Verfehren nach einem der Anspriiche 1 bis 17. dadurch gekennzeichnet, dass 
30 die fltissige Mischung mindestens eine mehrfech ungesattigte Fettsaure mit 
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mindestens 4 Doppelbindungen umfasst und man den sauren Kationenaustauscher 
nur partiell mit Silberionen beiadt und die am stflrksten ungesattigte(n) 
Veibmdung(en) durch Zugabe eines Ldsungsmittels ausgewShlt aus der Gruppe 
der Ketone und Alkohole vom Kationenaustauscher ablest. 

5 22. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 17, dadurch gekennzeichnet, dass 
die flussige Mischung mindestens eine mehrfach ungesattigte FettsSure mit 
weniger als 4 Doppelbindungen umfasst und man den sauren Kationenaustauscher 
voUstandig mit Silberionen beiadt und die am stMrksten ungesMttigte(n) 
Veibindung(en) durch Zugabe eines Ldsungsmittels ausgewShlt aus der Gruppe 
10 der Ketone und Alkohole vom Kationenaustauscher abldst. 

23. Ver&hren nach Anspruch 21 odet Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet, dass 
man die am stSrksten ungesattigte(n) Verbindung(en) durch Zugabe von Methanol 
Oder Ethanol vom Kationenaustauscher ablfist. 
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PriBzip der Aufrelntgung von PUFAs durch selektive Extraktion 
vom Ag*-IoneBtauscher 



PUFA 
>3 Doppelbindungen 



KeinACN 



ACN 
verwendbar 

/ 

Vollversilbeiter Tauscher 



AbWsenPUFA 
dutch ACN 

Variante A 



verwendbar 



VoUversilbetter Tauscher Teilversilberte Tauscher 



AbtosenPUFA 

durch 
Regeneration Ag* 

Variante B 



Abl5senPUFA 
durch Warme 

und/oder 
L6sungsmittel 

Variante C 



Figiir 1 
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Komplexierung von FettsSureethylestern am Ag^-Ionentauscher 

Tauscher-Ag^ 
EEx + EEyinEthanol 



Tauscher-Ag* + EEx + EEy 



Komplexiemng von Fettsaure 
EEx am Tauscher in Ethanol 



Tauscher-Ag+EEx+ EEy 



EEy + EtOH ^ 1 Abdekantieren von FettsSure 

EEy in Ethanol 



Tauscher-Ag^EEx 

-scssr — ^ \ — — . 




Tauscher.Ag+ + ACN + EEx Tauscher- Ag-»- + EEx 



Abdekantieren von Fettsaure 
EEx im tfberstand 



NachsterZyklus 
Tauscher-Ag*^ 



EE = Ethylester 



Figur2 
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Regeneration der am Kationenaustauscher gebundenen Silberionen 



2 Tauscher-Ag*-DHAEE 
2NaHC03 I 

2 Tauscher-Na+ + AgjCOageftm+HjCOsafftm 



Tauscher-Ag*-DHAEE 

HNO3 I 
Tauscher-H^ + AgNOj^dcst 



HjOO,zeiftntinHpund 
GOjduentwdclit 



Abdekantiercn/Extraktion des DHAEE 



2HNO3 



2 Tauscher-Na+ + 2 AgNOageiflst+HzCOa^rftiu 



2NaHC03 



Tauscher-Na* + AgNOjgdw+HiCOjzoftnt 



2 Tauscher-Ag* + 2 NaNOag^itot 



Tauscher-Ag* +NaN03geiasi 



Waschen des Tauschers mit H^O und EtOH 



Regenierter wiedereinsetzbarer Tauscher 
Tauscher-Ag^ 



Figur 3 



